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人参皂苷 Rg3通过调节自噬减轻脓毒症心肌损伤 *
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摘要 目的：探讨人参皂苷 Rg3（ginsenoside Rg3，Rg3）对脓毒症介导的心肌损伤的作用效果及机制。方法：本研究通过对小鼠进行

盲肠结扎穿孔手术的方法构建脓毒症模型。32只 BALB/c小鼠随机分为假手术组（Sham组）、脓毒症组（CLP组）、人参皂苷 Rg3

治疗组（Rg3+CLP组）以及自噬抑制剂干预组（3-MA+Rg3+CLP组），每组 8只。术后 18 h分别留取各组小鼠血浆及心肌组织。通

过 ELISA方法检测白细胞介素 -1茁（IL-1茁）、白细胞介素 -18（IL-18）、乳酸脱氢酶（LDH）、肌酸激酶同工酶MB（CK-MB）及半胱氨

酸蛋白酶 -3（Caspase-3）表达水平。通过 HE染色观察心肌组织形态结构的变化。应用Western-blot方法检测自噬及 NLRP3炎性

小体相关蛋白（NLRP3、ASC、Caspase-1）的表达。结果：与 Sham组相比，CLP组小鼠心肌组织结构紊乱，炎性细胞浸润明显。另外，

Caspase-3活性增加，NLRP3炎性小体相关蛋白（NLRP3、ASC、Caspase-1）表达升高，差异均有统计学意义（P＜0.05）。与 CLP组相

比，外源应用 Rg3组小鼠心肌组织炎性细胞浸润减少，并且 Caspase-3活性降低，NLRP3炎性小体相关蛋白表达下降，差异有统

计学意义（P＜0.05），而部分自噬相关蛋白表达升高。应用自噬抑制剂后，较单纯应用 Rg3组，心肌组织损伤明显，而 NLRP3炎性

小体活性增加，差异有统计学意义（P＜0.05）。结论：脓毒症时 NLRP3炎性小体激活，释放大量的细胞因子，进而导致心肌损伤。而

Rg3治疗后，可以调节心肌细胞自噬，抑制 NLRP3炎性小体激活，进而减轻细胞因子对心肌细胞的损伤。本研究表明 Rg3可能通

过调节心肌自噬，抑制 NLRP3炎性小体的激活，进而减轻脓毒症时心脏的损伤。
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Ginsenoside Rg3 Alleviates Myocardial Impairment via Autophagy
in Sepsis*

To investigate the effects and mechanism of ginsenoside Rg3 (Rg3) on sepsis mediated myocardial injury.

In this study, sepsis models were constructed by cecal ligation and perforation (CLP). 32 BALB/c mice were randomly divided

into sham operation group (Sham group), sepsis group (CLP group), ginsenoside Rg3 treatment group (Rg3+CLP group) and autophagy

inhibitor intervention group (3-MA+Rg3+CLP group), with 8 mice in each group. Plasma and myocardial tissue were collected 18 h after

operation. The expression levels of interleukin-1茁 (IL-1茁), interleukin-18 (IL-18), lactate dehydrogenase (LDH), creatine kinase isoen-
zyme MB (CK-MB) and cysteine protease-3 (Caspase-3) were detected by ELISA. Our research group observed the changes in the mor-

phological structures of myocardial tissue by HE staining and detected the expression of autophagy and NLRP3 inflammasome associated

proteins (NLRP3, ASC, Caspase-1) by Western-blot method. Compared with Sham group, the myocardial tissue structures of

mice in CLP group were disorganized, and inflammatory cell infiltration was obvious. In addition, Caspase-3 activity and the expression

levels of NLRP3 inflammasome associated proteins (NLRP3, ASC, Caspase-1) were increased (P<0.05). Compared with CLP group, in-
flammatory cell infiltration in myocardial tissue of mice in Rg3+CLP group was reduced. Moreover, Caspase-3 activity and the expres-

sion levels of NLRP3 inflammasome associated proteins were decreased (P<0.05), while the expression levels of some autophagy associ-
ated proteins were increased. After the application of autophagy inhibitor, compared with Rg3+CLP group, the myocardial injury was

more obvious, and the NLRP3 inflammasome activity was increased(P<0.05). In sepsis, NLRP3 inflammasome is activated,

releasing large amounts of cytokines, which in turn leads to myocardial injury. After treatment of Rg3, it can regulate the autophagy of

cardiomyocytes and inhibit the activation of NLRP3 inflammasome, thereby reducing the injury of cardiomyocytes by cytokines. This
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study suggests that Rg3 may inhibit the activation of NLRP3 inflammasome by regulating the autophagy of cardiomyocytes, thereby alle-

viating myocardial injury in sepsis.

Ginsenoside Rg3; Sepsis; Autophagy; NLRP3 inflammasome

前言

脓毒症是从感染、脓毒症、严重脓毒症到脓毒症休克的复

杂病理生理过程。对于脓毒症的诊断和治疗方法虽然已经有了

巨大的进展，但感染性休克仍然与高死亡率相关。每年全世界

约有 1800余万新发脓毒症患者 [1]。根据目前流行病学调查显

示，脓毒症为 ICU非心脏病患者死亡的主要原因[2]。特别是脓

毒症合并心脏损伤的患者其死亡率大大提高。脓毒症发生时，

炎性小体激活，进而促进炎性细胞因子成熟及释放[3]。大量的细

胞因子如白细胞介素 -1茁（IL-1茁）、白细胞介素 -6（IL-6）、肿瘤

坏死因子 -琢（TNF-琢）等短时间内爆发性失控性的大量释放，称
为“细胞因子风暴”[4]。细胞因子风暴发生期间，可对机体造成严

重的损害，如我们所知的流感后肺炎和新型冠状病毒肺炎，而

心脏也是细胞因子风暴受累的常见器官之一。如何避免“细胞

因子风暴”对靶器官的损伤是目前研究的热点。已有文献报道

人参皂苷 Rg3（ginsenoside Rg3，Rg3）可抑制 NLRP3炎性小体

激活[5]，减轻脓毒症造成的肝脏损伤[6]。而 Rg3对脓毒症介导的

心脏损伤是否有作用目前研究尚少。本研究旨在进一步探讨

Rg3可能的抗炎机制及其对脓毒症小鼠心脏的作用。而这种效

应是否与自噬介导的 NLRP3炎性小体失活相关也是本研究的

重点。

1 材料与方法

1.1 材料

人参皂苷 Rg3（Meilunbio，中国）；白细胞介素 -1茁（IL-1茁）、
白细胞介素 -18（IL-18）、乳酸脱氢酶（LDH）、肌酸激酶同工酶

MB（CK-MB）、Caspase-3活性检测试剂盒（南京建成生物技术

工程研究所）；NLRP3、ASC、Caspase-1、LC3、Beclin-1、p62抗体

（美国 Santa Cruz公司提供）。

1.2 方法

1.2.1 动物分组及模型制备 健康雄性 BALB/c小鼠（6-8周

龄）购自维通利华实验动物有限公司（北京）。实验小鼠分随机

分为四组，每组 8只。（1）假手术对照组（Sham组）：小鼠腹腔

注射生理盐水一日一次，每只小鼠注射生理盐水剂量定为

0.2 mL/次。连续注射 3日后对小鼠进行麻醉，剪开小鼠腹部皮

肤，暴露腹腔，寻找小鼠盲肠，缝合线穿过盲肠末端，既不结扎

也不穿孔，术后缝合腹部切口，然后皮下注射生理盐水补液。

（2）脓毒症组（CLP组）：术前给予小鼠腹腔注射 0.2 mL的生理

盐水，一日一次，共 3日。乌拉坦麻醉小鼠，经术前备皮、酒精消

毒后，沿腹正中线剪开皮肤，暴露腹腔，探查盲肠，远离回盲瓣

处结扎盲肠，用针头贯通穿刺盲肠，纳回腹腔，缝合关闭腹腔，

皮下注射生理盐水补液[7]。（3）Rg3+脓毒症组（Rg3+CLP组）：

给小鼠腹腔注射 10 mg/kg的 Rg3，将 Rg3溶于生理盐水中，一

日一次，共 3日。然后对小鼠进行盲肠结扎穿孔手术。术后注射

生理盐水补液。（4）3-MA+Rg3+脓毒症组（3-MA+Rg3+CLP组）：

先给小鼠腹腔注射 10 mg/kg的 Rg3，一日一次，共 3日。在盲肠

结扎穿孔手术前给予小鼠自噬抑制剂 3-MA（15 mg/kg）皮下注

射。术后注射生理盐水补液。各组小鼠分别于术后 18小时进行

取材。

1.2.2 HE染色 小鼠经麻醉后，迅速正中开胸取心脏，PBS冲

洗心脏 3-5次，经 4%多聚甲醛固定，石蜡包埋、切片，常规 HE

染色，观察小鼠心肌组织（n=3）。

1.2.3 Western-blot检测 心肌组织经研磨后，加入 RIPA组织

裂解液，使用 RCA法检测各组样本蛋白浓度。进行 SDS-PAGE

电泳及转膜。分别经一抗、二抗孵育。使用 ECL化学发光法，显

示目的蛋白，凝胶图像处理系统进行结果分析。

1.2.4 ELISA检测 用 ELISA方法检测 LDH、CK-MB、IL-1茁
等。取 ELISA板每孔加入 50 滋L（1× ）稀释液，再分别向每孔中
加入 50 滋L的心肌组织匀浆样本或血清以及各浓度的标准品，
严格按照试剂盒说明书操作。向每孔加入 100 滋L酶标抗体，室
温孵育 2 h，洗板 5次，控干孔内液体。每孔加入 100 滋L显色
液，30 min后，每孔加 100 滋L终止液结束反应，酶标仪上读取
结果。

1.3 统计学方法

所有实验均重复 3遍以上，采用 GraphPad Prism5.0统计

软件进行数据分析及统计图制作。各组间比较采用 One-way

ANOVA分析，进一步两两比较采用 Student-Newman-Keuls方

法进行分析。

2 结果

2.1 Rg3改善脓毒症小鼠心肌损伤

心肌组织病理学检测发现，对照组小鼠心肌结构清晰完

整，无水肿及炎细胞浸润情况。脓毒症组小鼠心肌组织结构紊

乱，炎细胞浸润明显。而经 Rg3治疗组小鼠心肌水肿减轻，炎细

胞浸润减轻。预先应用自噬抑制剂 3-MA可以阻断 Rg3对心肌

组织的保护作用（图 1-A）。

为了进一步研究 Rg3对小鼠心脏损伤的影响，我们检测了

各组小鼠血清中 CK-MB和 LDH的含量。实验表明 Rg3可以

显著降低脓毒症小鼠 CK-MB活性 64.5%（图 1-B），降低 LDH

活性 63.8%（图 1-C）。此外，经 Rg3治疗后，小鼠心肌组织中反

应细胞凋亡的指标 cleaved caspase-3的表达下降（图 1-D）。自

噬抑制剂 3-MA预孵育可削弱 Rg3减轻脓毒症诱导的心肌酶

学损伤和心肌细胞凋亡的作用。

2.2 Rg3抑制脓毒症诱导的 NLRP3炎性小体的激活

NLRP3、Caspase-1 和 ASC 的复合物在脓毒症中表达增

加。治疗性应用 Rg3可抑制NLRP3炎性小体相关蛋白（NLRP3、

ASC、Caspase-1）的表达。我们还发现 Rg3 可以抑制作为

NLRP3炎性小体激活后的下游 IL-1茁和 IL-18的释放。自噬抑
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图 1 Rg3减轻脓毒症所致小鼠心脏损伤

Fig.1 Rg3 alleviated sepsis induced myocardial injury in mice

Note: Data were expressed as x± SD, n=7. ＊＊P＜0.05, ＊＊＊P＜0.01 vs. Sham group; #P＜0.05, ##P＜0.01 vs. CLP group;
※ P＜0.05, ※ ※ P<0.01 vs. Rg3+CLP group.

图 2 Rg3抑制脓毒症小鼠心肌 NLRP3炎性小体激活

Fig.2 Rg3 inhibited NLRP3 inflammasome activation in myocardial tissue of septic mice

Note: Data were expressed as x± SD, n=3-4. ＊P＜0.05, ＊＊P＜0.01 vs. Sham group; #P＜0.05, ##P＜0.01 vs. CLP group;
※ P＜0.05, ※ ※ P<0.01 vs. Rg3+CLP group.

制剂 3-MA预孵育可减弱 Rg3对脓毒症诱导的心肌 NLRP3炎

性小体的作用（图 2）。

2.3 Rg3促进脓毒症小鼠的心肌自噬

LC3、p62和 Beclin-1是参与自噬通量的自噬相关蛋白，通

常作为检测自噬的生物学标记物。因此，我们在脓毒症诱导的

心肌损伤小鼠模型中研究 Rg3是否对这些自噬相关蛋白有调

控作用。我们发现 Rg3+CLP组的 LC3和 Beclin-1水平高于脓

毒症组，而 Rg3处理对 p62的作用不明显（图 3）。提示 Rg3可

促进脓毒症心肌损伤模型的自噬。
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图 3 Rg3促进脓毒症小鼠心肌自噬

Fig.3 Rg3 promoted myocardial autophagy in septic mice

Note: Data were expressed as x± SD, n=3-4. *P＜0.05, **P＜0.01 vs. Sham group; #P＜0.05, ##P＜0.01 vs. CLP group;
※ P＜0.05, ※ ※ P<0.01 vs. Rg3+CLP group.

3 讨论

脓毒症是由宿主对感染反应失调引起。组织低灌注引起的

血流动力学变化导致以多器官功能衰竭为特征的严重脓毒

症[8,9]。炎性细胞因子 IL-1茁在脓毒症引起的心功能障碍中起关
键作用[10]。在体外心肌细胞试验中添加 IL-1茁可显著降低心肌
细胞缩短的最大程度和减缓峰值速度[11-13]。IL-1茁释放信号可能
是通过激活带有 pyrin结构域(NLRP)3的核苷酸结合寡聚结构

域样受体介导的[14]。激活的 NLRP3蛋白，它将炎症细胞因子

IL-1茁和 IL-18的前体切割成其成熟型，作为细胞分泌的有效细

胞因子参与细胞免疫反应[15]。正如文献所述，我们发现 NLRP3

炎性小体相关蛋白在脓毒症小鼠的心脏组织中表达增加。我们

在治疗性应用 Rg3后，降低了由脓毒症介导的 NLRP3炎性小体

相关蛋白的表达水平，同时也降低了 IL-1茁、IL-18的释放，这一
结果提示 Rg3可以抑制脓毒症介导的 NLRP3炎性小体的活化。

Rg3是一种天然的人参皂苷，已被证明对心血管系统有广

泛的益处 [16-18]。研究表明 20 (R/S)-Rg3 立体异构体可以与

PPAR酌配体结构域结合，通过增加糖基化终产物的产生，进而
发挥抑制血管平滑肌增殖及迁移的作用[19]。有研究表明人参皂

苷能够通过调节诱导型一氧化氮合成酶的表达来抑制 NLRP3

炎性小体的一氧化氮生成，从而抑制致命的内毒素休克和 S-亚

硝基化，从而防止小鼠脾细胞凋亡[20]。另有研究证实人参皂苷

Rg3特异性抑制 NLRP3的激活，但不抑制 NLRC4或 AIM2炎

性小体的激活，且 Rg3对 NLRP3炎性小体的上游调控无影响[21]。

但 Rg3对脓毒症介导的心脏损伤的作用效果及其作用机制目

前尚缺少研究。在我们的研究中，我们发现脓毒症小鼠有典型

的血流动力学障碍，心肌酶学升高，心肌组织出现水肿及炎性

细胞浸润。但给予小鼠 Rg3治疗后，小鼠一般状态改善，心肌酶

学指标损伤减轻，心肌组织病理损伤减轻。这一结果提示 Rg3

对脓毒症造成的小鼠心肌损伤有一定的治疗作用。同时我们在

脓毒症小鼠心肌组织中观察到一些自噬相关蛋白表达增高。

生理或病理情况中自噬就是“吃掉”自身损伤细胞器或入

侵微生物，并且从自噬体形成到自噬体 -溶酶体融合的动态过

程，可使受损蛋白和细胞器再生，包括线粒体[22]。在自噬的各种

重要调控因子中，Beclin1是启动自噬所必需的。LC3常被用来

证明自噬活性。P62作为 LC3结合蛋白，调节蛋白聚集物的形

成[23]。先前的研究表明，脓毒症时受损的线粒体与NLRP3炎性小

体相关[24]。已有研究表明自噬参与调控 NLRP3炎性小体[25-27]。有

研究证实 Rg3剂量依赖性地抑制大鼠肝脏细胞自噬[28]。另有研

究证实人参皂苷通过诱导卵巢肿瘤细胞自噬抑制肿瘤细胞的

迁移及侵袭[29]。Rg3通过调节神经细胞的自噬通量减弱朊蛋白

诱导的线粒体损伤 [30]。但 Rg3 抑制炎症因子的产生和抑制

NLRP3炎性小体激活的机制是否与自噬有关尚不清楚。课题

组通过应用自噬抑制剂，研究 Rg3治疗脓毒症心脏损伤的机制

是否与自噬相关。结果表明，自噬抑制剂削弱了 Rg3减轻脓毒

症心脏损伤和抑制 NLRP3炎性小体激活的作用。提示 Rg3对

脓毒症介导的 NLRP3炎性小体激活的抑制可能与自噬相关。

一些研究提示 Rg3具有抑制细胞自噬的作用，但在本研究中观

察到 Rg3可以促进脓毒症心肌组织中一些自噬蛋白的表达。对

于这一点差别，我们考虑可能是疾病模型不同以及不同细胞所

处刺激的不同阶段表现出的差异。这方面我们还需通过增加不

同时间点观察不同组织细胞进一步的完善。
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综上所述，我们发现 Rg3能够抑制 NLRP3炎性小体的活

性，减少 IL-1茁和 IL-18的释放，减轻脓毒症介导的心肌损伤。

在接受 Rg3治疗的脓毒症小鼠中，自噬抑制剂降低了 Rg3对

心肌的保护作用。这一结果提示，Rg3通过抑制心肌 NLRP3炎

性小体的活性对心肌细胞具有一定的保护作用，且这种作用与

自噬有关。本研究为 Rg3在临床中用于心脏损伤的治疗提供了

一定的理论基础，但其作用机制还有待进一步的研究。
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